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　平成23年12月22日に，当時医学科 3 年次生（現医学科 6 年次生）に対し，大学院教務委員長の二階堂教授
から，①研究医養成プログラムを新たに設けること，②修了要件については検討中であるが，所属講座で研
究活動を継続し，一定の研究成果を上げることが要件となる予定であることを説明しました。平成23年12月




















　血小板由来増殖因子（platelet derived growth factor, PDGF）は当初，間葉系細胞のmitogenとして同定
されたが，我々は神経保護作用を併せ持つことを報告してきた（Iihara et al., 1994 and 1996; Ishii et al., 
2006; Zheng et al.,  2010）。我々は，生後タモキシフェン投与により全身性にPDGF β 受容体（PDGFR-β）
のconditional knockoutを誘導するマウスに中大脳動脈閉塞による脳梗塞を施し，病変がコントロールマウ
スより大きく，さらに修復における血管の成熟が遅延すること，アストロサイトによるグリア瘢痕形成が遅







　PDGFR-β遺伝子のexon 4 - ７ の両側にloxPシークエンスを挿入したマウス（PDGFR-β flox/flox）と，ER-TM 
Creトランスジェニックマウス（Cre-ERTM+/−）との 交 配 によって 得 られるCre-ERTM+/− PDGFR-βflox/floxマ
ウスを 用 いた。コントロールとして 同 腹 仔Cre-ERTM−/− PDGFR-βflox/floxマウスを 用 いた。Cre-ERTM+/− 
PDGFR-βflox/floxマウスより採取したアストロサイトに 1 μM 4 OH-タモキシフェン（TMX）を48時間培養液
に加えることにより，PDGFR-β knockoutを誘導した。以下はβ KOと記す。Cre-ERTM−/− PDGFR-βflox/flox




　Western blotによるPDGFR-β 蛋白質の発現は，β FLアストロサイトでは明瞭に認められたが，β KOでは
殆ど検出できない程度にまで減少した。PDGFR-α蛋白質の発現はβ FLとβ KOで同様に認められ，PDGFR-β 
KOの影響はないことを確認した。β KO アストロサイトのPDGFR-β mRNA発現は，β FL の29.8%まで減少
した。PDGFR-αのmRNA発現にはβ KOとβ FLで有意差は見られなかった。
2 ．増殖能の検討
　DMEM/F12に10% FBSまたは50 ng/ml PDGF-AAあるいはPDGF-BBを加えた培養液にてアストロサイ
トの増殖を比較検討した。β FLとβ KOにていずれも低細胞密度培養（500 cells/ml）ではPDGF-AAが，高
細胞密度培養（5,000 cells/ml）ではFBSが最もアストロサイトの増殖能を増加させた。低細胞密度（500 
cells/ml）で培養した場合は，FBS，PDGF-AA, PDGF-BB投与下のすべてにおいてβ KOの増殖能は β FLよ
り著明に低下した。高細胞密度（5,000 cells/ml）で培養すると，有意差はあるもののその差は縮小した。 
3 ．遊走能の検討
　高密度培養ではβ FLとβ KOの増殖能の差は縮小することがわかったので，アストロサイトを 1 ×105 






を分解し，神経細胞を保護する作用がある（Fernandez-Fernandez et al., 2012）。ROSの一つである過酸化















ること（Zheng et al., 2010），血管周皮細胞に発現し脳傷害後修復反応時において血管成熟作用を促進する
こと（Shen et al., 2012）を報告してきた。本研究により，PDGFR-βはアストロサイトに発現し，増殖，遊走，
抗酸化作用を増強させることが新たに示唆された。我々は脳梗塞後にPDGF-βの発現が増加することを過去








織 因 子（Tissue factor; TF）， プラスミノゲンアクチベーターインヒビター 1 （plasminogen activator 
inhibitor- 1 ，PAI- 1 ）の血液凝固関連因子の発現誘導を介して凝固反応を促進する。この細胞応答には，
トロンビン受容体であるprotease- activated receptor （PAR）を介することが明らかにされている。PARは
プロテアーゼで活性化される七回膜貫通型G蛋白共役受容体で，PAR- 1 ，PAR- 2 ，PAR- 3 ，PAR- 4 の 4
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材料および方法
　ヒト肝癌細胞株HepG 2 とHuh ７ は3７℃、 5 %CO2条件下で培養した。培養液にはウシ胎児血清（FBS）
10%， ペニシリン100U/mL， ストレプトマイシン100U/mLを 含 むDulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM）を使用した。PAR- 1  mRNAの発現は定量的RT−PCR（プライマー : センス 5 ’- TTTGAATT
CATGGGGCCGCGGCGGCTGCTGCTG- 3 ’，アンチセンス 5 ’- TTTCTCGAGAGTTAACAGCTTTTTGT
ATATGCT- 3 ’）， PAR- 4  mRNAの発現は定量的RT-PCR（プライマー :センス 5 ’- TTTGAATTCATGTG
GGGGGCGACTGCTCCTG- 3 ’ アンチセンス 5 ’- TTTCTCGAGCTGGAGCAAAGAGGAGTGGGGT- 3 ’），
PAR- 1 蛋白質産生はPAR- 1 特異的抗体（R&B Systems,米国）を用い，蛍光組織免疫染色法とウエスタン
ブロット法にて解析した。HepG 2 とHuh ７ にトロンビン（牛血漿）を添加し，刺激前後におけるTF発現を
センス 5 ’- CCCAAACCCGTCAATCAAGTC - 3 ’、 アンチセンス 5 ’- CCAAGTACGTCTGCTTCACAT 
- 3 ’，PAI- 1 発 現 を セ ン ス 5 ’ -  ACCGCAACGTGGTTTTCTCA - 3 ’， ア ン チ セ ン ス 5 ’ -　
TTGAATCCCATAGCTGCTTGAAT - 3 ’をプライマーにして定量的PCRで解析した。さらに細胞を不可逆
的トロンビン阻害剤PPACKで30分間前処理した後，トロンビン（20 U/mL）刺激後 2 時間におけるTF，
PAI- 1 発現を解析した。
結　果
　肝がん細胞株HepG 2 細胞とHuh ７ 細胞は，RT-PCRにてPAR- 1 とPAR- 4  mRNAをともに発現している
ことを確認した。また，ウエスタンブロット法により，PAR- 1 とPAR- 4 のタンパク質産生も確認した。さ
らに，免疫染色法により，両細胞とも細胞質および細胞膜に局在することを明らかにした。ウエスタンブ
ロット法ではHuh ７ 細胞に比べてHepG 2 細胞の蛋白質発現量が多く，免疫染色においても，HepG 2 細胞で
はPAR- 1 が細胞質，細胞膜に強く発現しており，ウエスタンブロット法による結果と一致していた。
　次に，培養上清中にトロンビン（ 0 ，5, 10, 50 U/ml）を添加し 2 時間刺激したところ，TF，PAI- 1 とも
に，mRNAの発現量がトロンビン濃度依存的に有意に増加（10 U/mlトロンビン刺激でTF mRNA発現は 2
倍増加，PAI- 1  mRNA発現は1.5倍増加，50 U/mlトロンビン刺激でTF mRNA発現は 4 倍増加，PAI- 1  
mRNA発現は 6 倍増加）した。また，PPACK（ 1 μM）で前処理後（30分間），トロンビン（20 U/ml）刺
激 2 時間後トロンビンによるTFおよびPAI- 1  mRNA発現量の増加が抑制されること（TF：35％発現減少，
PAI- 1 ：38％発現減少）を認めた。
考　察
　肝がん細胞株HepG 2 細胞とHuh ７ 細胞において，トロンビン受容体PAR- 1 とPAR- 4 ともに発現してい
ることが明らかになった。PAR- 1 は，N末側の細胞外ドメインにトロンビン結合部位を有するため，他の
プロテアーゼよりトロンビンで強く活性化が生じる。一方，PAR- 4 はヒルジン様ドメインを欠いており，
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ラット海馬歯状回in vivo LTPにおける再固定化過程
榎本　洸　生化学講座（指導：井ノ口　馨教授）














　0.1 Hzによる再刺激直後にanisomycinを脳室投与すると 2 日後においてanisomycin群とPBS群に有意差が
みられた。また， 2 日後においてanisomycin群と再刺激なし＋anisomycin群の間に有意差がみられた。0.1 
Hzによる再刺激はその後のLTP保持にタンパク合成を必要とすることがわかった。 8  Hzによる再刺激直後
にanisomycinを脳室投与すると 1 日後， 2 日後， 3 日後いずれにおいてもanisomycin群とPBS群の間に有意
差がみられた。また，anisomycin群と再刺激なし＋anisomycin群の間に 1 日後， 2 日後， 3 日後いずれに
おいても有意差がみられた。 8  Hzによる再刺激はその後のLTP保持にタンパク合成を必要とすることがわ
かった。200 Hzと400 Hzによる再刺激直後にanisomycinを脳室投与すると， 1 日後， 2 日後， 3 日後のい
ずれにおいてもPBS群との間に有意差はみられず，200 Hzと400 Hzは再固定化を誘導しないことがわかっ
た。再固定化に最も有効な刺激頻度は 8  Hzであった。anisomycin群と再刺激なし＋anisomycin群の間で有
意差があり，PBS群と再刺激なし＋anisomycin群の間に有意差がなかったことは再活性化条件下でのみLTP
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える影響を調べた。LTP誘導後，最も再活性化に有効であった 8  Hzによる再刺激を行い，直後にCPP，
saline，CPP＋anisomycinを脳室投与した。 1 日後， 2 日後， 3 日後に集合spikeを測定すると，再刺激 2 日
後にCPP群とsaline群の間に有意差がみられた。また，CPP群と再刺激なし＋CPP群の間にも有意差がみら
れた。 8  Hzによる再活性化後LTPを保持するにはNMDA受容体が必要であることがわかった。さらに，
CPP＋anisomycin群はsaline群と 1 日後， 2 日後， 3 日後において有意差がみられ， 8  Hzによる再活性化
後のanisomycinによるLTP保持の阻害はCPPにより阻害されず，CPPは不安定化を阻害していないことがわ
かった。
　ラットにおいて学習の際に観察され，θ波に分類される 8  Hzが再固定化に有効であったことは生体内に
おいて再固定化にθ波が重要な役割を持っていることが示唆される。今後さらに再固定化に必要なメカニズ
ムが解明されると，記憶の想起が関与するPost Traumatic Stress Disorder（PTSD）の治療につながるこ
とが期待できる。




富んでいる。例えば大脳皮質では，興奮性シナプス後電位（excitatory postsynaptic potential: EPSP）は0.01 















めの細胞の数理モデルとして “Multi-timescale  adaptive threshold（MAT）neuron model” を採用した。
































ml存在下で培養し，得られた 6 個のプラークから 6 つのウイルス（ 1 ～ 6 ）をクローニングした。
　それぞれのウイルス株について，TKをコードする領域であるUL23のcoding DNA sequence（cds）を含
む配列をPCRによって増幅し，塩基配列を決定した。
　各 株 について， アシクロビル（ACV）， ペンシクロビル（penciclovir，PCV）， イドクスウリジン
（idoxuridine，IDU）を 用 い，プラークアッセイ 法 による 薬 剤 耐 性 試 験 によって50%阻 害 濃 度（half 
maximal inhibitory concentration，IC50）を決定した。
結　果
　分離株 6 株中の内 5 株（ 1 ， 2 ， 3 ， 4 ， 6 ）はACV及びPCVに対し比較的高いIC50を示し，その内の 2
株（ 1 ， 6 ）は加えてIDUに対しても非常に高いIC50を示した。
　分離株 6 株のUL23における塩基配列を決定し，それぞれの株にポイントミューテーションが存在するこ
とを確認した。感受性が顕著に低下した株（ 1 ， 2 ， 3 ， 4 ， 6 ）は，UL23中のデオキシチミジンに結合
する領域上にポイントミューテーションが，さらに 1 と 6 の株には加えてフレームシフトによるナンセンス
変異が起きていることを確認した。
考　察
　UL23 cdsにおいて，G stretchと呼ばれるグアニンが 4 個以上連続する領域で起こっている変異の頻度と，
それ以外の領域において起こっている変異の頻度を，フィッシャーの直接確率計算法によって検討した。前
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腹部　肝を 3 ㎝，脾を 3 ㎝触知。
皮膚　両上肢に点状出血斑散在。
検査所見　WBC 2,７00， Hb 10.8， Plts 1.4万，AST 410， ALT 111, LDH 2909， CRP 0.44， Ferritin 12122， 尿






















　単純ヘルペスウイルス 2 型（herpes simplex virus- 2 ，HSV- 2 ）単純ヘルペスウイルス 2 型（HSV- 2 ）
による性器ヘルペスの治療にはアシクロビル（aciclovir， ACV）アシクロビル（ACV）などが用いられて











治療を受けている患者（ACV治療前：n = 23，ACV治療後再発：n = 16，ACV抑制療法中：n = 11）から





3 ．分離ウイルスの感受性（half maximal inhibitory concentration; IC50）測定



























The liver in itai-itai disease (chronic cadmium poisoning): Pathological 
features and metallothionein expression
馬場　逸人　病理診断学講座（指導：井村　穣二教授）
　Cadmium is a highly hepatotoxic heavy metal，which is widely dispersed in the environment. Acute 
cadmium hepatotoxicity has been well studied in experimental animals; however, effects of prolonged 
exposure to cadmium doses on the liver remain unclear. In the present study, to evaluate chronic 
cadmium hepatotoxicity，we examined specimens from cases of itai-itai disease，the most severe form of 
chronic cadmium poisoning. We compared 89 cases of itai-itai disease with 2７ control cases to assess 
cadmium concentration in organs. We also examined 80 cases of itai-itai disease and ７0 control cases for 
histopathological evaluation. In addition, we performed immunohistochemistry for metallothionein，which 
binds and detoxifies cadmium. Hepatic cadmium concentration was higher than cadmium concentration 
in all other organs measured in the itai-itai disease group，while it was second highest following renal 
concentration in the control group. In the liver in the itai-itai disease group, fibrosis was observed at a 
significantly higher rate than that in the control group. Metallothionein expression was significantly 
higher in the itai-itai disease group than in the control group. Prolonged exposure to low doses of 
cadmium leads to high hepatic accumulation, which can then cause fibrosis; however, it also causes high 







小板由来増殖因子受容体-β（以下platelet derived growth factor-β，PDGFR-β）が神経細胞新生や生存に関
与することを示唆する知見が蓄積されつつある。我々は以前の研究でPDGFR-βの発現を抑制した神経幹細






　PDGFR-β遺伝子のExon 4 ～ ７ 領域をLoxP配列で挟んだ塩基配列を持つフロックマウス（以下flox，FL）
をコントロールマウスとし，このコントロールマウスと，Nestin promotor/enhancer遺 伝 子 の 下 流 にCre 
recombinaseをコードする遺伝子を挿入したNestin-Cre マウスを高交配させることによって，Nestin発現神
経上皮細胞由来細胞におけるPDGFR-βの発現が抑制させたノックアウトマウス（以下knockout，KO）を用









　実験①において，同じ日齢のFLと比較してKOは，P 1 ，P28のいずれにおいても， PDGFR-βのmRNAの





齢 のFLと 比 較 してKOは，P 1 において 神 経 細 胞 のマーカーであるMicrotubule-associated protein 2
（MAP 2 ）のmRNAの発現が抑制されたが，P28に関しては有意差を認めなかった。同じジェノタイプの
P 1 と 比 較 してP28は，FL，KOのいずれにおいてもMAP 2 とproteolipid protein 1 （PLP 1 ）のmRNAの
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イプのP 1 と比較してP28は有意に低下していた。まとめると，PDGFR-βの発現量が最も多いのは，P 1 FL





















































組 織 中 のIL- 6 ，TGF-β 1 ，TNF-αの 発 現 量 はBiosource社 のELISAキット（Rat interleukin ELISA kit，
TGF-β 1  Multispecies ELISA Kit，Rat TNF-α　UltraSensitive ELISA kit，BioSource International，
Inc.，CA）を用いて，使用方法に準じて測定した。内臓脂肪組織の病理学的スコアリングとして，脂肪細
胞の腫大（肥満）の程度を，100倍， 3 視野で測定し， 1 視野あたりの平均脂肪細胞数で評価した。内臓脂
肪壊死・炎症の程度を100倍， 3 視野あたりのマクロファージ集簇（crown like structure; CLS）数として
評価した。また，内臓脂肪のCLSにおけるIL- 6 とTNF-αの発現の有無をそれぞれ抗IL- 6 抗体（goat anti-
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り，当該部を用手で剥離し，ReliaPrep™FFPE gDNA Miniprep Systemを用いてgDNAを抽出した。得ら
れたgDNAを用い，K-ras codon12に対するPCR増幅とMvaⅠでの制限酵素処理によるRestriction restriction 
Fragment fragment Length length Polymorphismpolymorphism（RFLP）と高解像度融解曲線分析（High 







移巣の発生に10ヶ月を，さらに残膵の膵頭部癌の発生にはさらに 3 ヶ月を要していた。第 1 癌と第 2 癌は
K-rasの変異形式が同じであった為，第 2 癌は第 1 癌の転移であると考えられる。一方，HRM解析では第 1
癌と第 3 癌は異なった変異形式を示したおり，新規の癌の発生，いわゆる多中心発生癌と考える。
　一般的に，膵内に腫瘍が多発することがあるが，その多くは膵管内乳頭粘液性腫瘍など良性の腫瘍が殆ど
である。通常型膵管癌が膵内に多発する例は稀とされながら，少数例，報告をみる。しかし，これらが多中
心発生なのか，膵内転移なのか，これまで明らかにされてこなかった。また，一部では残膵に再発する膵癌
の報告もあるが，可能性としてこれらの症例も本例のように異時性に発生した多中心性癌の可能性もある。
結　語
　膵尾部に発生した浸潤性膵管癌に，肝転移，そして異時性に腫瘍の発生を認めた一例を経験すると共に，
形態像のみから 3 病変が各々独立した病変か，あるいは同じクローンかの鑑別は困難であるが故に，分子病
理学的検索を行ったところ，各々が異時・多中心性に発生したものと結論づけた。
　今後，従来の形態学的観察に分子病理学的検索を追加することでこれまでの問題点が解決できる一助とな
り得るものと思われる。
